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l. Introduzione 
1.1 Il complemento 
Il sistema del complemento (C) è un importante componente del 
sistema immune innato e gioca un ruolo importante nella difesa 
dell'ospite contro organismi patogeni, interagendo spesso con altri 
componenti dell'immunità acquisita. Il C svolge anche un ruolo 
essenziale nel riconoscimento e nella rimozione degli 
immunocomplessi ed è un importante mediatore del processo 
flogistico. E' composto da circa 30 proteine tra componenti solubili 
presenti nel plasma od in altri liquidi biologici e regolatori di 
membrana documentati su cellule del sangue e di altri tessuti. 
Gli epatociti sono la principale sorgente di proteine complementari del 
sangue, mentre macrofagi e fibroblasti sono i principali responsabili 
della sintesi locale nei tessuti. E' noto però che altre cellule, come le 
cellule endoteliali, epiteliali e le cellule del sistema nervoso centrale 
(SNC) sono in grado di operare tale sintesi (l). 
1.1.1 Attivazione del complemento 
I componenti solubili sono presenti nel plasma ed in altri fluidi 
biologici in forma inattiva e si attivano sequenzialmente. L'attivazione 
(figura l) può avvenire essenzialmente attraverso tre vie: 
• Via classica: è innescata dalla formazione di immunocomplessi o 
da aggregati immunoglobulinici, acidi nucleici e cromatina, 
filamenti intermedi del citoplasma ( vimentina ), alcuni virus, batteri 
gram-positivi o gram-negativi. La prima fase dell'attivazione inizia 
con il legame del C l q al frammento F c dell'anticorpo e con la 
l 
formazione del complesso C l qr2s2• Il sottocomponente C l s attivato 
utilizza come substrati i componenti C2 e C4. Il complesso che si 
forma nella tappa intermedia dell'attivazione, C4b2a, è noto come 
C3 convertasi ed ha la capacità di scindere il C3 in due frammenti, 
C3a, ad azione anafilotossica, e C3b. Il C3b si lega al complesso 
C4b2a concorrendo a formare un nuovo complesso trimolecolare, 
C5 convertasi, che scinde il C5 in due frammenti, C5a e C5b. 
• Via lectinica: è innescata dalla mannose-binding lectin (MBL), una 
proteina sierica che si lega a strutture ricche di mannosio presenti 
su lieviti, batteri, virus o varianti glicosilate di particolari IgG (2). 
Dopo il legame di MBL a tali strutture, si attivano delle serin 
proteasi sieriche (MBL associated serine protease - MASP) che 
scindono i componenti C4 e C2, iniziando così la cascata 
enzimatica che, come per la vta classica, culmina con la 
formazione della C5 convertasL 
• Via alternativa: è, come la via lectinica un sistema primitivo di 
difesa immunitaria umorale, che opera in maniera indipendente 
dagli anticorpi e contribuisce ad amplificare l'attivazione della via 
classica. E' innescata da numerose sostanze localizzate sulla 
superficie di batteri (lipopolisaccaride ), funghi, virus e parassiti, 
prodotti di degradazione cellulare (enzimi lisosomiali), enzimi del 
sistema della coagulazione e della fibrinolisi (trombina, plasmina). 
Il componente attivato C3b si forma in piccola parte 
spontaneamente in condizioni fisiologiche. Esso viene rapidamente 
inattivato, a meno che, non sia complessato con il fattore B ed il 
fattore D a formare il complesso C3bBb, che è una C3 convertasi 
della via classica, generando nuove molecole di C3b. Alla fine del 
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processo si ottiene un nuovo enzima, C3bBb3b, con attività C5 
convertasica (l). 
Figura l. Attivazione del sistema del complemento. 
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1.1.2 Assemblaggio del Complesso Terminale 
Tutte e tre le vie di attivazione portano alla formazione del complesso 
terminale, Termina/ Complement Complex (TCC), che si forma con il 
coinvolgimento di C5b, C6, C7, C8 e C9. Questi componenti 
interagiscono fra loro formando una struttura macromolecolare 
definita Membrane Attack Complex (MA C). 
Il C5b è un frammento particolarmente instabile che può essere 
inattivato in pochissimi minuti se non viene stabilizzato dal legame 
con C6. 
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In seguito ad attivazione dei componenti successivi, si forma 
rapidamente il complesso C5b67, i cui siti esposti a causa della 
transizione conformazionale conseguente ali' attivazione, facilitano il 
suo inserimento nel doppio strato lipidico della membrana della 
cellula bersaglio. Il legame del componente C8 rende possibile il 
successivo assemblaggio di 12-15 molecole di C9, con la conseguente 
formazione di un poro transmembranario multimolecolare. 
L'inserimento del complesso pregiudica irrimediabilmente la stabilità 
osmotica della cellula, che va incontro a lisi. 
Il complesso C5b67 può rimanere in fase solubile: in questo caso 
perde rapidamente la capacità di legarsi alla membrana cellulare, ma 
può ancora interagire con i componenti C8 e C9, dando origine ad un 
complesso terminale citoliticamente inattivo (iTCC) che può 
diffondere nel microambiente (1). 
1.1.3 Controllo e regolazione del complemento 
Dato che il sistema si attiva con estrema facilità e si autoamplifica, 
sono indispensabili dei meccanismi di controllo che impediscano ai 
prodotti di attivazione di attaccare cellule autologhe. Si tratta di 
proteine regolatrici solubili o presenti sulla membrana cellulare, che 
consentono di indirizzare la reazione di attivazione del complemento 
verso bersagli precisi (figura 2). 
L'autoamplificazione è anche regolata dall'estrema labilità di alcuni 
componenti attivati (es. C2 e fattore B) che, se non si legano 
rapidamente, vanno incontro ad idrolisi spontanea. 
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Figura 2. Controllo e regolazione del sistema del complemento 
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Gli inibitori solubili agiscono solo sui componenti attivati a diversi 
livelli della sequenza complementare. 
Cl inattivatore (Cl-INH): inibitore delle serin-proteasi, agtsce sm 
componenti C l r e C l s. La deficienza congenita causa angioedema 
ereditario, caratterizzato dal consumo di C2 e C4. 
C4 binding protein (C4bp): agisce sulla C3 convertasi della via 
classica (C4b2a); è un co-fattore per la scissione enzimatica del C4b 
ad opera del Fattore I plasmatico. 
Fattore I: inattiva C3b e C4b, impiegando come co-fattori C4bp, 
fattore H, CRI e MCP (Proteina Cofattore di Membrana). 
Fattore H: è co-fattore del fattore I nel clivaggio del C3b a C3b 
inattivo (iC3b ). 
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Clasterina (sp40-40): si lega al complesso terminale del complemento 
durante la sua formazione per impedirne l'inserzione nelle membrane 
cellulari. 
Proteina S (vitronectina): si lega ai complessi C5b-7, C5b-8 e C5b-9 
per prevenire la cito lisi. 
Gli inibitori di membrana difendono direttamente le cellule 
dall'aggressione del complemento omologo. 
Recettore del complemento di tipo I (CRI o CD35): è recettore per 
C3b ed è co-fattore del fattore I per il clivaggio del C3b e del C4b, ma 
anche del iC4b, C3c e C3dg. E' presente sulle membrane di eritrociti, 
linfociti B e alcuni T, neutro fili, monociti ed eosinofili, cellule 
follicolari dendritiche. Svolge un importante funzione nel trasporto 
degli immunocomplessi dal torrente circolatorio al fegato ed alla 
milza. 
Fattore di Accelerazione del Decadimento (DAF o CD55): agisce 
dissociando le C3 convertasi di entrambe le vie. E' espresso sulla 
membrana delle cellule del sangue, delle cellule endoteliali vascolari e 
da molti tipi di cellule epiteliali. 
Proteina Cofattore di Membrana (MCP o CD46): agisce da co-fattore 
per il fattore I e si lega al C3b. E' espressa su tutte le cellule del 
sangue ad eccezione dei globuli rossi, sugli endoteli e sugli epiteli. 
Inihito!LdLMembrana deJla_JJsL Reatti~MIRL o 
Protectina): inibisce la fase finale di assemblaggio del MAC sulle 
membrane legandosi alla catena a del C8 ed al frammento C9b, 
impedendo la polimerizzazione del C9. E' presente su molte cellule, 
ma è riscontrabile anche in forma solubile nel plasma, nelle urine, 
nella saliva, nelle lacrime ed in altri liquidi biologici (l), 
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1.1.4 Effetti biologici del MAC 
L'effetto litico è una delle principali funzioni del MAC. 
Il complesso è infatti in grado di causare la distruzione della cellula 
bersaglio alterando la perrneabilità della membrana, con conseguente 
lisi osmotica, che può interessare batteri (Gram-negativi), eritrociti e 
cellule nucleate. 
L'attività liti ca può essere distruttiva nei confronti di un tessuto ad 
esempio in seguito ad un trapianto. Molte cellule nucleate sono però 
resistenti alla lisi da complemento omologo, per la presenza di 
proteine regolatrici sulla membrana, che impediscano l'assemblaggio 
del MAC. Alcune cellule sono in grado di riparare le lesioni causate 
dal complesso terminale e cercano di liberarsene con meccanismi di 
vescicolazione (3 ). 
L'assemblaggio del complesso in dose sublitica sulle cellule può 
indurre i seguenti effetti: 
- produzione di metaboliti reattivi dell'ossigeno, di metaboliti 
dell'acido arachidonico e L TB4 per neutro fili e monociti-macrofagi 
(4); 
- attivazione della protrombinasi e della produzione di trombossano B2 
per le piastrine ( 4 ). 
Tali effetti sono innescati dal flusso di Ca2+ attraverso il poro del 
MAC, dall'incremento dei metaboliti dell'inositolo fosfato e 
dall'attivazione della proteinchinasi c (4-5). 
Il MAC a livelli sublitici si è rilevato capace di stimolare in vitro le 
cellule endoteliali a esprimere incrementati livelli di regolatori del C, 
fattori procoagulanti ed in sinergia con il fattore di necrosi tumorale, 
induce l'espressione di molecole di adesione (ICAM-1 ed E-
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selectine ). Inoltre, le cellule endoteliali possono essere indotte 
direttamente dal MAC a produrre chemochine (IL-8 e MCP-1) ( 6-7). 
Il MAC può esercitare effetti proinfiammatori anche su cellule 
mesangiali glomerulari, come l'induzione di citochine (interleuchina-1 
e fattore di necrosi tumorale) e rilascio di prostaglandine (5). 
Anche il complesso C5b67 può indurre un segnale di attivazione 
cellulare. E' chemiotattico per i granulociti neutro fili ed eosinofili e 
può stimolare cellule tumorali (carcinoma di Ehrlich); incrementando 
significativamente la concentrazione di cAMP. Induce aumento dei 
livelli di diacilglicerolo (DAG) e di ceramide in linee cellulari 
linfoblastoidi umane ed incrementa l'influsso di Ca2+ nei neutrofili 
{1,5). 
1.1.5 Il ruolo del MAC nelle malattie 
Il MAC è coinvolto nella patogenesi di molte malattie di tipo 
autoimmunitario e non, in base al riscontro di elevati livelli di TCC 
(usualmente vitronectina-CSb-9) o di una concentrazione ridotta di 
C9, indice di aumentato consumo per la formazione del MAC, 
osservato in liquidi biologici di pazienti ed in animali da laboratorio. Il 
MAC è stato localizzato in tessuti patologici con metodi 
immunoistochimici. Le componenti terminali del complemento sono 
determinanti per l'espressione di alcune patologie in modelli 
sperimentali animali ( 4 ). 
In alcune patologie, quali ad esempio connettiviti, patologie renali e 
neurologiche, il MAC può contribuire al danno tissutale direttamente, 
causando morte cellulare, ed indirettamente, stimolando le cellule a 
produrre mediatori pro-infiammatori. 
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Il killing di cellule nucleate da MAC omologo in vivo non è 
probabilmente l'aspetto di maggiore importanza in molte malattie, in 
quanto i meccanismi di resistenza e riparo permettono alle cellule di 
sopravvivere. Gli effetti pro-infiammatori non letali sono forse quelli 
che incidono particolarmente nel decorso di queste patologie e 
possono essere considerati fattori molto importanti nelle patogenesi 
delle malattie ( 4-5,8). 
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1.2 Il complemento nelle patologie del sistema 
nervoso 
Il C è coinvolto in diverse patologie a carico del sistema nervoso 
centrale (SNC) e periferico (SNP), quali patologie demielinizzanti e 
neurodegenerative, danni cerebrali in seguito a traumi o problemi 
cerebrovascolari, meningiti ed encefaliti, disturbi delle giunzioni 
neuromuscolari (9). 
1.2.1 Complemento e SNP 
Depositi di C sono stati osservati su fibre mieliniche di nervi periferici 
in pazienti con polineuropatia associata con gammopatia monoclonale 
di tipo IgM (l 0). Parecchie neuropatie, comprendenti la sindrome di 
Guillain-Barre (GBS) e la sindrome di Miller-Fisher, si manifestano 
con infiammazione e demielinizzazione periferica. In alcune di queste 
sindromi, sono presenti nel siero gli anticorpi contro antigeni del SNC 
e/o SNP. Il siero di questi pazienti causa demielinizzazione di nervi 
periferici in cultura. Questa attività demielinizzante è labile al calore e 
per questo motivo è stato ipotizzato un ruolo determinante del C (11-
12). L'attivazione del C in questi pazienti è documentata sia dagli alti 
livelli dei prodotti di attivazione nel fluido cerebrospinale e nel plasma 
che dalla presenza di depositi del C sui nervi danneggiati (13-15). 
Tutte queste osservazioni indicano che la formazione del MAC sulla 
mielina periferica causa grave distruzione della struttura ( 16). 
lO 
1.2.2 Complemento e SNC 
E' stato ipotizzato il coinvolgimento del C nel danno tissutale in corso 
di Sclerosi Multipla (SM), una patologia caratterizzata da una 
progressiva perdita di mielina e conseguente isolamento dell'assone 
neuronale, con decorso in vali dante per la persona che ne è affetta ( 17). 
Sebbene l'insorgere delle lesioni sia attribuita in larga parte ad una 
risposta immune T -mediata, gli elevati livelli di TCC riscontrati nel 
fluido cerebrospinale (CSF) dei pazienti (18-19) e la documentazione 
dei depositi di MAC nel tessuto, particolarmente ai margini delle 
placche attive (20), indicano un probabile diretto contributo del C 
all'aggravamento del quadro patologico. All'attivazione del C è stato 
riconosciuto un ruolo importante in modelli sperimentali animali di 
SM, come l'encefalite allergica sperimentale (EAE) (21-23), visto che 
il quadro patologico sembra essere meno grave in animali C6 
deficienti (24). 
Anche in patologie neurodegenerative sono stati documentati depositi 
di C nel tessuto, come, ad esempio, nelle placche amiloidi della 
sindrome di Alzheimer (25), nella più rara malattia di Pick (26) e nella 
Corpora amilacea, piccole e dense strutture trovate in cervelli normali 
in età avanzata (27). 
Un neurotrauma figura tra le cause che inducono una risposta 
infiammatoria intracranica, con conseguente formazione di edema e 
degenerazione neuronale. Osservazioni cliniche e studi in vitro hanno 
dimostrato che il C gioca un importante ruolo nell'amplificazione del 
processo infiammatorio (28). Gli effetti dell'inibizione del C sullo 
sviluppo dell'infiammazione sono stati studiati in modelli di trauma 
cerebrale in ratti. In questi studi è stato dimostrato che la 
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sommlnistrazione di una proteina regolatrice complementare in forma 
solubile, sCRl, inibiva l'accumulo di granulociti neutrofili nel 
cervello (29). 
Danni ischemici transitori, che si verificano in corso di un ictus 
cerebrale, possono essere seguiti dall'attivazione del C in seguito alla 
riperfusione, come documentato anche in un modello ischemico nel 
ratto (9). 
Il coinvolgimento del C è stato osservato in meningiti ed encefaliti, 
malattia di Huntington ed altri disordini extrapiramidali (9). 
1.2.3 Contributo del complemento allo sviluppo del processo 
patologico nel sistema nervoso 
Uno dei problemi aperti nel giustificare il danno infiammatorio del 
SNC e del SNP, riguarda il contributo del C allo sviluppo del processo 
patologico e l'origine dei componenti complementari che si trovano 
nella sede del danno. 
Ci sono chiari dati clinici e sperimentali a favore del coinvolgimento 
delle proteine plasmati che complementari n eli' insorgere delle 
alterazioni mie lini che del SNP. 
Depositi di C3 e del complesso complementare terminale sono stati 
osservati sulla mielina di nervi periferici di pazienti con gammopatie 
monoclonali e presenza di anticorpi anti-MAG (myelin associated 
glycoprotein - componente della mielina) nella stessa sede della 
lesione. Questa osservazione è stata poi confermata con l'iniezione di 
anticorpi anti-MAG nel nervo sciati co di coniglio, che ha indotto 
attivazione del C nel nervo e alterazioni istologiche caratterizzate da 
edema, molto simili a quelle viste nei pazienti affetti da polineuropatie 
(30). E' interessante notare come conigli C6 deficienti non 
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sviluppavano alcuna demielinizzazione 1n seguito ad iniezione di 
anticorpi anti-MAG. 
Questi dati dimostrano chiaramente che il C contribuisce 
ali' alterazione mielinica osservata in patologie del SNP. 
Meno chiaro è il quadro per quanto riguarda le patologie del SNC, 
dove proprio la mancanza di alterazione della barriera ematoencefalica 
durante il decorso di malattie neurodegenerative, come l'Alzheimer, 
ha portato a ricercare una biosintesi locale delle proteine 
complementari (31 ). Inoltre, le informazioni sugli effetti del C nel 
decorso delle malattie sono per la maggior parte dedotte 
indirettamente da esperimenti in vitro (9). 
1.2.4 Proteine del complemento nel SNC 
Il SNC provvede alla propria difesa locale; generando una risposta 
immune ed infiammatoria, mediante sintesi di tutte le proteine 
complementari. 
Piccole quantità di proteine complementari (tabella l) sono state 
trovate nel liquido cerebrospinale umano in assenza di qualsiasi danno 
alla barriera ematoencefalica (32-33). 
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Tabella l. Espressione di proteine complementari in cellule umane cerebrali 
Via 
Classica Alternativa Terminale Recettori Inibitori 
Astrociti CI q Cir Cis C3 fB ID C5 C6C7 CRI CR2 DAFMCP 
C4 C2 C3 C8C9 C3aR CD 59 
C5aR CRI Sp 
clasterina 
fHfl 
CI-INH 
Mi ero glia Ciq C4C2 CRI CR3 CI-INH 
C3 CR4 
C3aR 
CSaR 
CiqRp 
Neuroni C4C3 C3aR Cl-INH 
noCiq SpfH 
clasterina 
CD 59 
MCP 
Oligodendrociti C3 C3 Cl-INH 
C4bp tH 
Sp 
clasterina 
CD 59 
MCPDAF 
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1.3 La barriera ematoencefalica 
Il cervello è circondato da una struttura anatomica, la barriera 
ematoencefalica (blood-brain barrier- BBB) che regola gli scambi tra 
ambiente interno ed esterno. Essa è formata dalle giunzioni delle 
cellule endoteliali dei vasi cerebrali e dalla sottostante membrana 
basale, da cellule muscolari (periciti) e astrociti (le più rilevanti cellule 
gliali del SNC) (34). In figura 3 è rappresentata la sezione trasversale 
di un vaso capillare del SNC. 
La BBB agisce quindi come un setaccio molecolare e limita il 
passaggio di grandi molecole nel parenchima cerebrale e nel fluido 
cerebrospinale (cerebro-spina/ fluid ... CSF). 
La figura 4 illustra la circolazione del CSF, formatosi per filtrazione 
del sangue nei plessi coroidei. Il liquor circola attraverso il sistema 
ventricolare, raggiungendo gli spazi subaracnoidei, dove è assorbito 
nel sistema venoso attraverso i villi aracnoidei (35). 
Il cervello è considerato un sito immunologicamente isolato, perché la 
barriera ematoencefalica impedisce il libero scambio di grandi 
proteine altamente idrofili che (es. citochine), il passaggio di grandi 
molecole dal plasma (es. anticorpi e proteine plasmati che come il C) e 
di linfociti periferici immunocompetenti, macrofagi e cellule NK. Solo 
cellule immuni attivate possono passare questa barriera. 
Un'ulteriore barriera immunologica è data dalla ridotta espressione di 
antigeni MHC, molecole di adesione e molecole costimolatorie sulle 
cellule cerebrali (neuroni, oligodendrociti, microglia e astrociti). 
Inoltre è stato dimostrato che cellule della glia esprimono una 
specifica classe di citochine e fattori di crescita (IL-6, TGFf3-2) per 
mantenere un microambiente immunosoppressivo nel SNC (36). 
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Figura 3. Sezione trasversale di vaso capillare nel SNC. Le cellule 
endoteliali sono collegate fra loro da giunzioni strette a formare il perimetro 
del vaso. Queste cellule sono circondate da periciti, una membrana basale e 
dalle estensioni podali degli astrociti. 
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Figura 4. Sezione saggitale del SNC. E' illustrata la circolazione del fluido 
cerebrospinale, che è secreto dai plessi coroidei e circola attraverso i 
ventricoli e gli spazi subaracnoidali. Il CSF è assorbito nel sistema venoso 
dai villi aracnoidali. Gli spazi fra le cellule ependimali coroidee sono chiuse 
da giunzioni strette, che impediscono il passaggio di sostanze dal sangue al 
CSF. 
Ventricolo laterale 
Plesso coroideo 
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2. Scopo della ricerca 
Se il ruolo del complemento (C) nel provocare un danno mielinico è 
stato definito nel sistema nervoso periferico di coniglio (30), meno 
chiaro appariva il contributo del C al danno nel sistema nervoso 
centrale (SNC). Segni della sua attivazione sono rappresentati dai 
depositi dei componenti del complesso terminale del complemento su 
strutture del tessuto nervoso centrale, in corso di patologie spontanee 
nell'uomo o dai prodotti di attivazione presenti nel fluido 
cerebrospinale dei pazienti. Lo studio di modelli sperimentali animali 
di demielinizzazione, come l'encefalite allergica sperimentale, 
dimostra che il complesso terminale è coinvolto nel peggioramento 
del quadro clinico se sono presenti tutti i componenti complementari 
(24 ), ma è ancora poco conosciuto l'effetto pro-flogogeno del C nel 
SNC (36). 
Sulla base di questa premessa, ci siamo proposti di sviluppare un 
modello sperimentale nel ratto, che ci permettesse di studiare 
l'apporto del complesso terminale del complemento ali' amplificazione 
della risposta infiammatoria nel SNC, senza alterare la funzionalità 
della barriera ematoencefalica, per evitare il coinvolgimento delle 
proteine complementari plasmatiche. 
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3. Materiali e metodi 
3.1 Purificazione del complesso umano C5b6 
Un pool di plasma umano è stato depletato del C7 mediante 
cromatografia di affinità con IgG anti-C7 (Quidel, San Diego, CA) 
legato alla resina Sefarosio 4B attivata con bromuro di cianogeno 
(Sigma). Nelle frazioni eluite dalla cromatografia, con tampone 
guanidinio 4 M e NaCl2 M pH 7.4, si è valutata la presenza di C5, C6 
e C7 mediante test ELISA-sandwich. Le frazioni depletate del C7, 
contenenti C5 e C6 a livelli comparabili con le concentrazioni 
originali del plasma, sono state riunite ed è stato aggiunto CaCh (20 
mM) per consentire la formazione del coagulo. Il siero così ottenuto è 
stato incubato per l ora a 3 7°C con Zymosan ( 5%) per attivare il 
complemento. Dopo una centrifugazione a 2000xg per 15 minuti a 
4°C e successiva dialisi del surnatante contro tampone fosfato 0.02 M, 
p H 5.4 overnight a 4 °C, è stato raccolto il precipitato e centrifugato a 
2000xg per 15 minuti. Il fondello è stato risospeso in PBS (Phosphate 
Buffered Saline) e caricato su resina DEAE-Sephacel (Whatman, 
Maidstone, Kent, UK) per cromatografia a scambio ionico. 
L'eluizione è stata condotta utilizzando un gradiente lineare di NaCl 
da 0.01 M a 0.5 M. 
Le frazioni sono state saggiate mediante emolisi (v. prossimo 
paragrafo) per il contenuto di C5b6 e successivamente concentrate con 
Vivaspin 20 ml Concentrator l 00.000 MWCO (Vivascience, 
Binbrook, UK). Il materiale è stato ulteriormente purificato mediante 
due passaggi di gel filtrazione: cromatografia di esclusione (Ultrogel 
AcA 34 IBF-LKB, Milano, Italia) e fast protein liquid cromatography 
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(FPLC® Superose 12 Pharmacia Biotech). Il C5b6 così ottenuto ha 
una concentrazione proteica di 800Jlg/ml ed un titolo in emolisi 
reattiva di 250.000 U/ml (37). 
3.1.1 Titolazione del C5b6 mediante emolisi reattiva 
Le emazie di cavia, prelevate in soluzione anti coagulante ACD 
(Acido Citrato-Destrosio - A-Laboratori Don Baxter, Trieste) sono 
state lavate prima con PBS+EDTA (acido Etilen Diamino Tetra 
Acetico) l O mM e successivamente con CFD 1 per essere poi riso spese 
all'l% in CFD. A 50 J.ll di emazie cosi preparate, sono stati aggiunti 
5o J!l di CFD e la sospensione eritrocitaria è stata incubata per 15 
minuti a 37°C in agitazione con 100 J.Ll di diluizioni scalari di C5b6. 
Successivamente sono stati aggiunti SO Jll di una soluzione contenente 
i componenti complementari umani purificati C7, C8 e C9 (Quidel) 
alle seguenti concentrazioni: O.OlJ.Lg/ml per C7 e C8, 0.02 J.Lg/ml per 
C9. 
Dopo un'incubazione di 30 minuti a 37°C, la reazione è stata bloccata 
con PBS-EDTA freddo. Si è quindi valutata l'entità dell'emolisi 
centrifugando a 200xg per 5 minuti e leggendo la densità ottica (D.O.) 
del sovranatante a 415 nm, che corrisponde alla lunghezza d'onda del 
picco di assorbimento dell'emoglobina. 
Il calcolo della lisi percentuale viene eseguito secondo la formula: 
%di lisi= D.O. campione- D.O. bianco x 100 
D.O. lisi totale~ D.O. bianco 
ì CFD (Complement Fixation Diluent): NaCl 0.142 M, Na-5-5-dietilBarbiturato 
5mM, MgCb 0.5 mM, CaCh 0.15 mM, Gelatina 0.05%, NaN3 0.01%, pH 7.4 
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Per titolare l'attività emolitica, si costruisce una retta di regressione 
lineare ponendo in ordinata la percentuale di lisi ed in ascissa le 
quantità di C5b6 corrispondenti, in questo modo è possibile calcolare 
la quantità di intermedio attivato che causa la lisi del 50% delle 
emazie. Tale quantità viene definita come una unità emolitica (38). 
3.1.2 Titolazione dei componenti complementari mediante 
test ELISA-sandwich 
Si rivestono i pozzetti di una piastra microtiter maxisorp (Nunc, 
Denmark) con l'anticorpo policlonale specifico (anti-C5, anti-C6, 
anti-C7 - Quidel) diluito in tampone bicarbonato O.lM, pH 9.6. 
L'incubazione è stata effettuata a 46C over night. 
Le operazioni di lavaggio sono state eseguite ogni volta che è stato 
aggiunto un nuovo reagente con PBS + 0.1% Tween 20 
(Polylxyethylenesorbitan, monolaurate - Sigma). 
I siti liberi sono bloccati con un'incubazione di un'ora in PBS + 2% 
S.M. (Skim milk- Sigma) a 37°C. Le frazioni cromatografiche sono 
state diluite in PBS + 0.05% Tween 20 + 0.05% S.M. 100 Jll di ogni 
diuizione sono stati caricati nei pozzetti ed incubati over night a 4 °C. 
Successivamente è stato aggiunto alla diluizione ottimale il 
policlonale specifico precedentemente biotinilato. Dopo l'incubazione 
per un'ora a 37°C, è stata aggiunta la streptavidina fosfatasi (Sigma), 
diluita 1/2000 e la piastra è stata incubata per ulteriori 30 minuti. Il 
substrato cromogeno per la fosfatasi alcalina, para-nitro-fenil-fosfato 
disodico (PNPP - Sigma), è stato sciolto alla concentrazione di l 
mg/ml in tampone glicina O.lM, MgCh O.lmM e CaCh O.lmM, pH 
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9 .6. La lettura spettrofotometrica è stata effettuata alla lunghezza 
d'onda di 405nm usando un lettore di piastra ELISA Titertek 
Multiskan (Flow Laboratori es, Milano). Il limite di sensibilità del 
sistema è 1-3 ng/ml. 
3.2 Preparazione del complesso terminale inattivo 
del complemento 
Il complesso complementare terminale liticamente inattivo (50 volumi 
finali) è stato ottenuto mescolando 3 volumi di C5b6 con un volume di 
C7, un volume e mezzo di C8 e quattro volumi di C9 in PBS. 
Il C7 è stato preincubato con C5b6 per l O minuti a 3 7°C ed usato in 
leggero eccesso rispetto alla quantità richiesta per inattivare 
completamente l'attività emolitica del C5b6. Il C8 presente nella 
miscela era in eguale concentrazione molare rispetto al C7. Il C9 è 
stato usato in largo eccesso per favorirne la polimerizzazione durante 
l'assemblaggio del complesso. La formazione del complesso è stata 
fatta avvenire con una prima incubazione dei componenti per 30 
minuti a 3 7°C e con ulteriori due ore di incubazione a temperatura 
ambiente. Il complesso che si è formato è stato purificato mediante 
FPLC® attraverso colonna Superose 12, seguita da cromatografia di 
affinità con mAb aE 11 (anticorpo monoclonale che riconosce un 
neoantigene del poli-C9, gentilmente offerto da T .E. Mollnes Bodo, 
Norvegia) legato ad agarosio-Proteina G (Sigma Chemical Co), con 
legame reso covalente usando dimetil pimelidato diidrocloruro 
secondo la metodica di Schneider (39). Il complesso legato è stato 
eluito con 4 M guanidinio in 0.1 M sodio fosfato, pH 7 e dializzato 
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prima contro HCll mM quindi contro PBS. Una colonna di agarosio-
proteina G, alla quale è stato legato un anticorpo policlonale anti-C5 
(Quidel), è stata usata in esperimenti di adsorbimento dell'iTCC ed il 
C9 polimerico è stato dosato con metodo ELISA usando il mAb aE 11. 
La rivelazione è stata realizzata con un anticorpo policlonale anti-C9, 
marcato con biotina. Il complesso è stato analizzato anche mediante 
elettroforesi in gel di acrilamide con sodio dodecil-solfato (SDS-
p AGE) ed immunoblotting seguendo la procedura già descritta ( 40). 
La concentrazione finale è 1.3 mglml. 
3.2.1 Valutazione della formazione del complesso con 
tecnica ELISA 
Una piastra da 96 pozzetti (E.I.A. Plate High Binding, Costar, MA, 
USA) è stata rivestita con l'anticorpo policlonale anti-CS diluito 
1/1000 in tampone Bicarbonato 0.1 M pH 9.6. L'incubazione è stata 
effettuata a 4 °C over night. Dopo aver bloccato per 30 minuti a 3 7°C 
con BSA (Bovin Serum Albumin - Sigma) 2% in PBS, è stato aggiunto 
il C5b6 (300ng/pozzetto). Dopo un;ora di incubazione a 376 C e tre 
lavaggi, è stata aggiunta una miscela di C7 (l OOng), C8 ( 150ng) e C9 
(400ng) (Quidel) in PBS, per tempi diversi a 37°C, L'ammontare di 
TCC formatosi è stato rivelato facendo reagire il monoclonale anti-C9 
polimerizzato (aE11), diluito 1/1000, per un'ora a temperatura 
ambiente e quindi un anticorpo policlonale anti-mouse coniugato con 
fosfatasi alcalina (Sigma Chemical Co.). Dopo aggiunta di p-
nitrofenil-fosfato (lmglml) in tampone Glicina O.lM pH 10.4, 
contenente 0.1 mM MgCh e O.lmM ZnCh, la reazione enzimatica è 
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stata fatta sviluppare per 30 min a 37°C ed è stata letta a 405nm 
usando un lettore di piastra ELISA Titertek Multiskan (Flow 
Laboratori es, Milano). 
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3.3 Esperimenti in vivo 
Per questa ricerca sono stati utilizzati 350 ratti maschi Sprague-Doley 
(Harlan Nossan) di peso corporeo 200-250 gr. 
L'ambiente di stabulazione è mantenuto alla temperatura di 20+ 24 o c 
con un'umidità relativa del 45+65%. L 'illuminazione artificiale è 
fornita grazie a tubi fluorescenti con cicli di 24 ore suddivisi in 12 ore 
di luce/buio. Agli animali sono stati somministrati cibo ed acqua ad 
libitum. 
Gli esperimenti sono stati condotti in conformità con le linee guida 
nazionale (D.L. 116 del 27/1/92 pubblicato sulla G.U. della 
Repubblica Italiana n. 40 del 18/2/92) e le leggi internazionali e 
politiche (EEC Council Directive 86/609, OJ L 358,1; Dee. 12, 1987; 
NIH Guide for the Care and Use of Laboratory Animals, NIH 
Pubblication No. 85-23, 1985). 
3.3.1 Microchirurgia 
Gli animali sono stati anestetizzati per via intraperitoneale con 350 
mg!Kg di cloralio idrato (Sigma). Dopo aver esposto la calotta cranica 
mediante scollamento del periostio, è stato effettuato un foro alle 
seguenti coordinate stereotassiche: 1.5mm laterale e 2.5mm posteriore 
al bregma. E' stata inserita in ventricolo laterale destro una cannula di 
polietilene (figura 1), dal diametro interno di 0.28 mm (Portex 
Medicai System), precedentemente riempita con 500 U/ml eparina 
(Sigma). La ferita è stata suturata e la sommità della cannula richiusa 
mediante calore. 
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Figura l. Sezione saggitale di cervello di ratto. La cannula è inserita nel 
ventricolo laterale secondo predeterminate coordinate stereotassiche. 
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Durante la prima fase sperimentale sono stati effettuati dei controlli 
per verificare il corretto posizionamento in sede ventricolare della 
cannula. Il giorno successivo ali' operazione sono stati iniettati 
intracerebroventricolarmente (icv) 200 ng di angiotensina II (Sigma). 
Il peptide induce l'animale a bere entro pochi minuti dali' iniezione, 
perché giunge tramite il canale ependimale ali' ipotalamo 
peri ventri colare, dove è localizzato il "centro della sete". 
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3.3.2 Schema dei trattamenti 
Gli stimoli analizzati sono stati somministrati icv dopo 3 giorni 
dall'operazione chirurgica, per esser certi del completo recupero della 
barriera ematoencefalica. 
aTCC (active Terminai Complement Complex): sono stati iniettati lO 
J.LVratto del complesso C5b6 (circa 8 J.Lg) e dopo l O minuti, è stata 
effettuata una seconda iniezione di 5 J..Ll/ratto di una miscela dei 
componenti terminali umani purificati: C7 (4 J..Lg), C8 (4 Jlg) e C9 (15 
Jlg) (Quidel, San Diego, CA). 
iTCC (inactive Terminai Complement Complex): sono stati 
somministrati l O J..LVratto del complesso liticamente inattivo, 
corrispondente a circa 13 Jlg di proteine totali. 
LPS (endotossina da E. coli 055 :B5, Sigma, MI, Italia): è stata 
disciolta in salina sterile e successivamente somministrata alla dose di 
l OJ.Lg/ratto (l O J.Ll/ratto ). 
esa (proteìna rìéombìnante umana - Sigma): è stata diséiolta in 
soluzione salina e successivamente somministrato alla dose di l O 
Jlg/ratto (l O Jll/ratto ). 
Controlli: sono stati somministrati pari volumi di salina sterile o una 
miscela dei componenti terminali del complemento (C5b-9) inattivati 
mediante bollitura. 
A tempi diversi (1-2-4-6-12 ore) gli animali sono stati anestetizzati 
con cloralio idrato (350mg/Kg) per la raccolta di liquido cefalo 
rachidiano (CSF - cerebrospinal fluid) e sacrificati per decapitazione 
per la rimozione dei cervelli o delle aree cerebrali (corteccia, striato, 
ipotalamo ed ippocampo) e per il prelievo del sangue. 
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3.3.3 Procedura per il prelievo del CSF e del siero 
Il liquor (60-lOOJ.tl) è stato raccolto dalla cisterna magna usando un 
capillare con un puntale di circa 300 JliD, seguendo particolari 
accorgimenti tecnici ed un attenta chirurgia, per evitare di 
contaminarlo con il sangue. Successivamente, il ratto è stato 
decapitato ed il sangue raccolto in provette sterili per la coagulazione. 
Dopo centrifugazione a 15.000xg per 5 minuti, il siero è stato raccolto 
e conservato con il CSF a -20°C, fino al dosaggio di chemochine e 
citochine. 
3.3.4 Valutazione del contenuto cellulare del CSF 
Le cellule presenti nel CSF sono state quantificate mediante conta al 
Coulter counter (Coulter Electronics L TD. Luton, Beds, UK). 
Le conte differenziali sono state effettuate su citocentrifugati preparati 
mediante Cytospin 2 (Shandon UK), dopo colorazione con Dip Quick 
Stain (Dyaset, FE, Italia). 
3.3.5 Dissezione delle aree cerebrali 
Ai tempi prestabiliti, gli animali sono stati decapitati ed il cervello è 
stato rimosso per prelevare corteccia, ipotalamo, striato e ippocampo. 
I tessuti sono stati pesati e ad ognuno è stato aggiunto un volume di 
PBS corrispondente a 5 volte il peso dell'organo per la disgregazione 
mediante pestello. Dopo centrifugazione a 5.000rpm per 10 minuti a 
4°C, il surnatante è stato raccolto e conservato a -20°C. 
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3.3.6 Immunoistochimica 
Dopo sacrificio per decapitazione, il cervello è stato rimosso e 
rapidamente congelato in isopentano (Merck, MI, Italia) raffreddato 
con ghiaccio secco. I cervelli sono stati conservati a -80°C. 
Sezioni frontali di l O Jlm sono state tagliate al criostato. I vetrini sono 
stati asciugati all'aria e successivamente sottoposti a due serie di 
lavaggi in PBS e 0.05% di Triton XlOO di lO minuti ciascuno. 
La fissazione è stata effettuata in metanolo (Merck) e H202 0.3% 
(Sigma) per 10 minuti. Dopo aver effettuato un'altra serie di lavaggi, 
le sezioni sono state incubate per 30 minuti a temperatura ambiente 
nella seguente soluzione per bloccare i siti aspecifici: l 0% FCS (Fetal 
Calf Serum .. HyClone Laboratories Inc., U.S.A.), 5% BSA (Bovin 
Serum Albumin- Sigma), 0.05% Triton XlOO (Riedler De Haen AG 
Seelze, Germania) in PBS. 
L'incubazione è stata effettuata over night a 4 °C in camera umida con 
un anticorpo monoclonale diretto contro un epitopo del CD54 (ICAM ... 
l) di origine umana (Santa Cruz Biotechnology, In c.), crossreattivo 
per ICAM-1 di ratto, diluito 1/100, 
Il controllo negativo è stato trattato con pari dìluizione della stessa 
sottoclasse dell'anticorpo primario, anti-mouse IgG2a (Sigma). 
Dopo aver effettuato i lavaggi dei vetrini, i successivi passaggi sono 
stati eseguiti secondo il protocollo Vectastain Universal Elite ABC kit 
(Vector Labs, Burlingame, CA), usando la diaminobenzidina (Sigma 
FAST™ 3.3' Diaminobenzidine Tablet sets, Sigma) come substrato 
per la reazione perossidasica. 
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l preparati sono stati controcolorati con emallume di Mayer (Merck), 
disidratati mediante lavaggi in etanolo e xilolo (Merck) e 
successivamente montati con Balsamo del Canadà (Carlo Erba). 
L'analisi istologica è stata effettuata usando un microscopio Leitz-
Orthoplan. 
3.3. 7 Colorazione istochimica 
Dopo rimozione del cervello e fissazione in formalina l 0% (Carlo 
Erba, Milano, Italia), Porgano è stato incluso in paraffina seguendo le 
procedure standard (acqua, alcool e xilolo) per la disidratazione. 
Le sezioni di circa 8 Jlm sono state tagliate al microtomo e 
successivamente colorate con il metodo Cajal-Gallego. Dopo la 
disidratazioné déi préparati é montaggio con Balsamo dél Canadà 
sono stati osservati al microscopio ottico. 
3.3.8 Dosaggio chemochine e citochine 
GRO/CINC-1 e MCP-1: 
i livelli nel CSF sono stati determinati mediante sistema ELISA 
(Amersham Pharmacia Biotech, UK) secondo le procedure indicate 
dal fornitore. I limiti di sensibilità sono rispettivamente di <0.62 pg/ml 
per GRO/CINC-1 e <5 pg/ml per MCP-1. 
IL1P: 
è stata misurata nel CSF, siero e aree cerebrali (ipotalamo, corpo 
striato, ippocampo e corteccia) mediante due stadi ELISA, usando il 
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sistema avidina-perossidasi (Sigma) ed il substrato 2,2' -azino-di (3-
etil-benzatiazolina sulfonata) (KPL; Aithersburg; MD) come 
cromogeno. L'assorbanza era letta a 405nm. Il limite di sensibilità è 
3.9 pg/ml (41). 
IL-6: 
è stata dosata nel CSF, siero e aree cerebrali degli animali trattati con 
iTCC mediante sistema ELISA (Amersham Pharmacia Biotech, UK) 
seguendo le istruzioni allegate. Il limite di sensibilità è <l O pg/mL 
3.3.9 Bioassay 
IL-6: 
è stata dosata nel CSF, siero e aree cerebrali (ipotalamo, corpo striato, 
ippocampo e corteccia) degli animali trattati con aTCC, come fattore 
di crescita dell' ibridoma 7TD l. I risultati sono espressi come unità/ml. 
Come standard per la curva di riferimento è stata usata IL-6 
ricombinante umana (Immunex; Seattle;WA). La curva di riferimento 
ottenuta era èomparabile in tutti gli esperimenti: una unità nel saggio 
7TD l corrisponde a l pg di IL-6 ricombinante umana. La sensibilità 
del saggio, relativamente al siero di ratto, è 50 U/ml ( 42). 
TNFa: 
è stato misurato nel CSF, siero e aree cerebrali (ipotalamo, corpo 
striato, ippocampo e corteccia) mediante l'induzione di citotossicità in 
cellule L929 in presenza di l J.Lg/ml di actinomicina D. 
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I livelli di TNF a sono stati calcolati usando come riferimento standard 
il TNFa ricombinante umano, attività specifica 107 U/mg, 
(BASF/Knoll, Ludwigshafen, Germany) ed espressi in ng/ml. La 
sensibilità del bioassay è 50 pg/ml ( 43). 
3.4 Analisi statistica 
I valori riportati nei grafici e nelle tabelle sono la media ± l'errore 
standard dei parametri presi in considerazione. 
I dati sperimentali sono stati sottoposti ad analisi statistica 
computerizzata mediante l'Analisi della V arianza ad una via 
(ANOVA). Dove questa è risultata altamente significativa, è stato 
usato il post-test di Dunnett. 
I dati sono stati ritenuti significativi quando hanno presentato dei 
valori p~0.05. 
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4. Risultati 
4.1 Migrazione di leucociti in cavità ventricolare 
indotta dal complesso complementare terminale a 
dose sublitica 
Comé primo obiéttivo abbiamo voluto vérificaré Sé ìl complésso 
terminale del complemento a dosi sublitiche (a TCC - active terminai 
complement compi ex) fosse in grado di indurre migrazione di leucociti 
nel sistema nervoso centrale (SNC). 
Lo schema di trattamento è descritto nella sezione materiali e metodi 
par. 3 .3 .2. In breve; ad un gruppo di animali abbiamo somministrato in 
cavità ventricolare 8 J!g/ratto del complesso C5b6 di origine umana e 
dopo l O minuti abbiamo effettuato una seconda iniezione di una 
miscela di componenti umani purificati C7 ( 4 JJ.g), C8 ( 4 JJ.g) e C9 ( 15 
J.tg), Altri due gruppi di animali sono stati trattati con LPS e CSa; 
somministrati entrambi alle dosi di l O J!g/ratto. 
I gruppi di controllo sono stati trattati con pari volumi di soluzione 
salina. In parallélo, altri animali sono stati trattati con una miscéla déi 
componenti complementari inattivati al calore. 
La presenza di leucociti nel fluido cerebrospinale (CSF - cerebro-
spina/ jluid) è stata saggiata ai seguenti tempi di sacrificio: 2, 4, 6 e 12 
ore. 
I risultati che abbiamo ottenuto sono illustrati in figura l. 
In tutti gli animali trattati, non è stato ossérvato néssun moviménto 
cellulare 2 ore dopo l'iniezione intracerebroventricolare (icv). 
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L'assenza di infiltrazione leucocitaria è stata riscontrata nel gruppo di 
controllo anche ai successivi tempi di sacrificio. 
A 4 ore l'aTCC induceva una migrazione di leucociti in cavità 
ventricolare di circa 7.000 cell/~1. Questo numero calava a 1.450 
cell/J.tl a 6 ore ed era di circa 1.300 cell/J.tl a 12 ore. 
Lo stimolo indotto da LPS era minore a 4 ore (1.300 cell/J.d) e non si 
riscontrava alcuna cellula nel CSF a 12 ore. 
Sorprendentemente, il C5a non induceva alcuna migrazione 
leucocitaria. 
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Figura l. Migrazione cellulare nel SNe. I ratti sono stati trattati con: dosi 
sublitiche del complesso terminale del complemento (aTee), LPS, esa. Ai 
controlli sono stati somministrati o pari volume di soluzione fisiologica o una 
miscela dei componenti complementari inattivati al calore. Il sacrificio per 
prelevare il eSF è stato effettuato dopo 2, 4, 6 e 12 ore dal termine del 
trattamento. 
Si può notare che lo stimolo indotto dall'aTee ha causato maggior infiltrazione 
cellulare rispetto agli altri stimoli analizzati. 
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Abbiamo caratterizzato morfologicamente i leucociti presenti nel CSF 
mediante osservazione al microscopio ottico dei citocentrifugati 
colorati con Dip Quick Stain. 
L'esame della formula leucocitaria mostrata in figura 2 ha evidenziato 
che il 95% delle cellule presenti alle 4 e 6 ore nel CSF dei ratti trattati 
con aTCC erano granulociti neutrofili (PMN). A 12 ore la percentuale 
scendeva a circa il 50%. A questo tempo di sacrificio erano presenti 
numerosi linfociti e monocitL 
LPS riproduceva alle 4 e 6 ore un andamento analogo a quello 
descritto per il gruppo trattato con aTCC. 
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Figura 2. Formula leucocitaria determinata mediante osservazione dei 
citocentrifugati del CSF dei ratti trattati con aTCC e LPS dopo colorazione con 
Dip Quick Stain. 
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L'analisi morfologica dei citocentrifugati (figura 3) ha evidenziato a 
12 ore una marcata degenerazione dei PMN, caratterizzata dalla 
maggiore presenza di nuclei picnotici. Inoltre, i monociti 
preponderanti alle 12 ore si presentavano per lo più in stato attivato, 
con caratteristiche macrofagiche. 
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Figura 3. Leucociti presenti a 4 (A) e 12 ore (B) nel CSF del gruppo trattato con 
aTCC. (Dip Quick Stain - 500x). Si può notare nella foto B una maggiore 
presenza di linfo-monociti e PMN con nuclei picnotici rispetto alla foto A. 
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4.1.1 Livelli di chemochine nel CSF 
A vendo osservato la migrazione leucocitaria indotta da aTCC, 
abbiamo voluto stabilire se ci fossero fattori chemiotattici responsabili 
della migrazione nel CSF. 
Abbiamo deciso di saggiare i livelli di GRO/CINC-1, perché GRO 
(Growth-Regulated Oncogene) e CINC-1 (Cytokine-Induced 
Neutrophil Chemoattractant) sono stimoli chemiotattici per 1 
neutrofili nel ratto, essendo CINC-1l'analogo dell'IL-8 umana. 
Come fattore chemiotattico per monociti e linfociti è stato dosato 
MCP-1 (Monocyte Chemotactic Protein). 
In figura 4 è riportato il dosaggio effettuato mediante kit ELISA di 
GRO/CINC-1. Si può notare che il livello di GRO/CINC-1 era elevato 
a 2 ore nei trattati con aTCC, raggiungendo valori di circa 80 ng/ml, e 
decresceva notevolmente alle 4, 6 e 12 ore. 
Il livello di proteina saggiata nel gruppo trattato con LPS era circa 50 
nglml a 2 ore. Il valore misurato alle 4, 6 e 12 ore era più elevato di 
quello riscontrato nel gruppo trattato con aTCC e diminuiva 
lentamente nel tempo. 
La quantità osservata nel gruppo trattato con C5a era paragonabile a 
quella misurata nel gruppo di controllo. 
In figura 5 è riportato il dosaggio effettuato mediante kit ELISA di 
MCP-1. Il livello riscontrato nel gruppo trattato con aTCC a 2 ore era 
circa 120 ng/ml. Tale valore scendeva a 4 e 6 ore e risaliva 
nuovamente a circa 120 ng/ml a 12 ore. LPS induceva livelli di MCP-
1 a 2, 4 e 6 ore di circa 50 nglml, con un picco di massima espressione 
a 12 ore (circa 120 ng/ml). 
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Anche in questo caso, i valori ottenuti con C5a erano paragonabili a 
quelli del controllo a 2, 6 e 12 ore. Il valore riscontrato a 4 ore era 
circa uguale a quello del gruppo trattato con LPS. 
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Figura 4. Livelli di GRO/CINC-1 nel CSF di ratti trattati con arce, LPS, C5a. 
Ai controlli sono stati somministrati o pari volume di soluzione fisiologica o una 
miscela dei componenti complementari inattivati al calore. La quantità maggiore 
di GRO/CINC-1 è stata riscontrata a 2 ore nei trattati con arce e LPS. Ai 
successivi tempi di sacrificio, il livello di GRO/CINC-1 rimaneva elevato solo per 
il gruppo trattato con LPS. 
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Figura 5. Livelli di MCP-1 nel CSF di ratti trattati con aTCC, LPS, C5a. Ai 
controlli sono stati somministrati o pari volume di soluzione fisiologica o una 
miscela dei componenti complementari inattivati al calore. Il livello di MCP-1 era 
elevato a 2 e 12 ore nel gruppo trattato con aTCC. La massima espressione di 
MCP-1 nel gruppo trattato con LPS è stata riscontrata a 12 ore. 
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4.1.2 Dosaggio di citochine pro-infiammatorie nel CSF, 
nelle aree cerebrali e nel siero 
Il cervello costitutivamente esprime citochine infiammatorie, come 
IL-l p, IL-6 e TNF -a, ma diversi stimoli possono attivare le cellule del 
SNC a incrementare la produzione di queste proteine ( 44 ). 
L; incremento delle concentrazioni di parecchie citochine 
infiammatorie è stato osservato sia nel CSF, che nel tessuto cerebrale 
umano interessato da numerose patologie neurodegenerative ed in 
modelli sperimentali animali (35,45). 
Sulla base di questi dati bibliografici, abbiamo deciso di verificare se 
l'aTCC fosse in grado di far aumentare i livelli di alcune citochine 
pro-infiammatorie (IL-lp, IL-6 e TNF-a) nel CSF, nel siero, in 
corteccia e nelle aree cerebrali che circondano i ventricoli (striato, 
ippocampo e ipotalamo ). 
Abbiamo iniettato icv la stessa quantità di aTCC iniettata net 
precedenti esperimenti. Al gruppo di controllo è stata somministrata 
soluzione salina o il complesso inattivato al calore. Gli animali sono 
stati sacrificati ai seguenti tempi: l, 2, 4 e 6 ore. 
Il dosaggio di IL-l p è stato effettuato mediante kit ELISA, mentre 
TNF-a e IL-6 sono state quantificate mediante bioassay. 
Il livello delle tre citochine saggiate nelle aree, nel CSF e nel siero 
degli animali di controllo era uguale o poco superiore ai limiti di 
sensibilità dei test applicati. 
Nel siero e nella corteccia cerebrale degli animali trattati con aTCC 
non è stato possibile evidenziare la presenza di alcuna citochina. 
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Il livello di JL ... lP (tabella l) nel CSF degli animali trattati con aTCC 
raggiungeva un picco di massima espressione a 6 ore, 591.9 pg/ml. Il 
maggior incremento di questa citochina nello striato e n eli' ippocampo 
si osservava a 4 ore, con valori rispettivamente di 90.5 pg/ml e di 67.5 
pg/ml. Il valore massimo n eli' ipotalamo era riscontrato a 6 ore ed era 
di 67.5 pg/ml. 
Il livello di IL-6 (tabella 2) raggiungeva il suo picco di massima 
espressione a 4 ore nel CSF, 11.8 ng/ml. Il livello massimo era 
riscontrato a 4 ore anche nelle altre aree: striato, 91.9 pg/mg; 
ipotalamo, 33.2 pg/mg; ippocampo, 41.5 pg/mg. 
I valori di TNF-a (tabella 3) erano molto variabili. Statisticamente 
significativo era il livello riscontrato nell'ippocampo a 4 ore, 29.1 
ng/mg. Nello striato si segnalava un significativo movimento della 
citochina a 2 ore con 52.1 ng/mg. 
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Tabella l. Massima espressione di IL-1(3 nel CSF e nelle aree cerebrali di 
animali trattati con aTCC. 
2 ore 4ore 6ore 
591.9±28.8 CSF (pg/ml) 
90.5±10.7 Striato (pg/mg) 
67.5±24 Ipotalamo (pg/mg) 
36.1±5.5 lppocampo (pg/mg) 
Tabella 2. Massima espressione di IL-6 nel CSF e nelle aree cerebrali di animali 
trattati con a TCC. 
2 ore 4ore 6ore 
11.8±6.2 CSF (ng/ml) 
91.9±43.8 Striato (pg/mg) 
33.2±9.9 Ipotalamo (pg/mg) 
41.5±16 Ippocampo (pg/mg) 
Tabella 3. Massima espressione di 1Nf .. a nelle aree cerebrali di animali trattati 
conaTCC. 
2 ore 4 ore 6ore 
29.1±10.8 Striato ( ng/mg) 
52.14±29.1 Ippocampo (ng/mg) 
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4.1.3 Analisi istologica 
Le cellule endoteliali dei plessi coroidei sono state analizzate per 
l'espressione di ICAM-1 (CD54)~ molecola coinvolta nell'adesione e 
migrazione transendoteliale dei leucociti. 
I cervelli sono stati rimossi dopo 4 e 6 ore dalla somministrazione di 
aTCC, LPS e soluzione salina ed immediatamente congelati in 
iso pentano raffreddato con ghiaccio secco. L; indagine 
immunoistochimica è stata effettuata con un anticorpo monoclonale 
diretto contro un epitopo del CD54 di origine umana~ crossreattivo 
con ICAM-l·di ratto. 
L'espressione della molecola era riscontrata sulle sezioni dei cervelli 
ad entrambi i tempi, sia in quelli trattati con aTCC che in quelli trattati 
con LPS, mentre era molto ridotta nel gruppo di controllo (figura 6). 
Uìteriori indagini istochimiche (colorazione tricromica di Cajal-
Gallego) sono state effettuate con altri animali trattati con aTCC e 
soluzione salina. Il cervello è stato rimosso dopo 4 ore dal termine del 
trattamento, fissato in formalina l O% ed incluso in paraffina. 
Le sezioni di tessuto cerebrale, spessore 8 J..lm, rivelavano abbondante 
presenza di leucociti nella cavità ventricolare e nei vasi degli animali 
trattati con aTCC rispetto ai controlli (figura 7). 
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Figura 4. Livelli di GRO/CINC-1 nel CSF di ratti trattati con aTCC~ LPS~ C5a. 
Ai controlli sono stati somministrati o pari volume di soluzione fisiologica o una 
miscela dei componenti complementari inattivati al calore. La quantità maggiore 
di GRO/CINC-1 è stata riscontrata a 2 ore nei trattati con aTCC e LPS. Ai 
successivi tempi di sacrificio, il livello di GRO/CINC-1 rimaneva elevato solo per 
il gruppo trattato con LPS. 
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Figura 5. Livelli di MCP-1 nel CSF di ratti trattati con aTCC, LPS, C5a. Ai 
controlli sono stati somministrati o pari volume di soluzione fisiologica o una 
miscela dei componenti complementari inattivati al calore. Il livello di MCP-1 era 
elevato a 2 e 12 ore nel gruppo trattato con aTCC. La massima espressione di 
MCP-1 nel gruppo trattato con LPS è stata riscontrata a 12 ore. 
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4.2 Migrazione di leucociti in cavità ventricolare 
indotta dal complesso complementare terminale 
inattivo 
Dopo aver ottenuto i precedenti risultati con il complesso attivo a dosi 
sublitiche, abbiamo ipotizzato che il complesso C5b6 potesse formare 
un complesso terminale citoliticamente inattivo (iTCC), interagendo 
in fase solubile con gli ultimi componenti complementari, prima di 
aderire alla membrana cellulare. Inoltre, essendo noto che l'iTCC può 
contribuire direttamente alla risposta infiammatoria inducendo in vitro 
la produzione dì chemochine e l'espressione di molecole di adesione 
( 6), abbiamo voluto verificare se anche gli effetti da noi osservati 
potevano essere attribuiti alla formazione del complesso inattivo in 
cavità ventricolare. 
A tale scopo, abbiamo preparato il complesso inattivo (v. sez. 
materiali e metodi, par. 3 .. 2) ed abbiamo iniettato icv ad ogni ratto 
circa 13 ~g di proteine totali. 
I dati ottenuti sono illustrati in figura 8. 
A 2 ore l'i TCC non induceva nessuna migrazione cellulare. A 4 ore 
erano presenti nel CSF circa 11.000 cell/J.Ll, ma ancora più alto era il 
valore riscontrato a 6 ore, circa 15.000 celi/ Jll. Questo maggiore 
accumulo cellulare in cavità ventricolare non era stato riscontrato 
dopo trattamento con aTCC. 
A 12 ore il numero di cellule misurate nel CSF dei ratti trattati con 
iTCC calava a circa 4.000 cell/~1. 
L; analisi morfologica rispecchiava quanto osservato nei trattati con 
aTCC, cioé circa il 95% dei leucociti presenti nel CSF a 4 e 6 ore 
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erano granulociti neutrofili. A 12 ore questa percentuale calava a circa 
il 50%, con incremento dei linfo-monociti. 
Figura 8. Numero di leucociti presenti nel CSF di animali trattati con iTCC ed 
aTCC. 
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4.2.1 Livelli di chemochine nel CSF 
Dal momento che nei ratti trattati con iTCC è stata dimostrata 
l'infiltrazione leucocitaria nel CSF, abbiamo deciso di valutare il 
livello di chemochine nello stesso modello. 
I risultati ottenuti sono descritti nel grafico di figura 9. Si può notare 
che il livello di GRO/CINC-1 era elevato a 2 ore (circa 80 ng/ml) e 
diminuiva notevolmente a 4, 6 e 12 ore, con valori e cinetica simili a 
quelli ottenuti dopo trattamento con aTCC. 
Un comportamento completamente diverso è stato riscontrato nella 
cinetica di produzione di MCP-1 in risposta al trattamento con iTCC 
(figura l 0). 
Il livello riscontrato nel gruppo trattato con iTCC a 2 ore era circa 300 
ng/ml, valore corrispondente a circa il doppio di quello osservato nel 
gruppo trattato con aTCC. MCP-1 rimaneva elevato a 4 e 6 ore, 
rispetto a quanto osservato dopo trattamento con aTCC. A 12 ore, il 
livello misurato nel gruppo trattato con iTCC (50 ng/ml) era circa la 
metà del valore osservato nei ratti trattati con aTCC. 
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Figura 9. Livelli di GRO/CINC-1 misurati nel CSF di ratti trattati con iTCC ed 
aTCC. Si può notare che in entrambi i casi si ha la massima produzione delle 
chemochine 2 ore dopo il trattamento e che tale valore diminuisce notevolmente a 
4, 6 e 12 ore. 
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Figura l O. Livelli di MCP-1 misurati nel CSF di ratti trattati con i TCC ed aTCC. 
I valori più elevati sono stati riscontrati nel gruppo trattato con iTCC. A 12 ore il 
livello misurato nel gruppo trattato con aTCC era maggiore rispetto a quello 
osservato dopo trattamento con iTCC. 
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4.2.2 Dosaggio di citochine pro-infiammatorie nelle aree 
cerebrali e nel CSF 
Abbiamo deciso di verificare se anche l'i TCC potesse indurre rilascio 
di citochine proii;jinfiammatorie nel CSF e nelle aree cerebrali, 
procedendo con lo stessa schema di trattamento usato in precedenza e 
con gli stessi tempi di sacrificio impiegati per l'aTCC. 
Il livello di IL-1(3 (tabella 4) raggiungeva nel CSF un p1cco di 
massima espressione a 4 ore con un valore pari a 184.5 pg/mL L 'unica 
significativa variazione riscontrata nelle aree cerebrali era misurata 
n eli' ipotalamo 2 ore dopo il trattamento con un valore di circa 31 
pg/ml. Lo stimolo indotto da iTCC causava quindi minor rilascio di 
IL-l J3 rispetto al gruppo trattato con a TCC in tutte le aree analizzate. 
Un modesto picco di espressione di IL-6 (tabella 5) era riscontrato 
nell'ipotalamo a 2 ore (19.7 pg/mg) e nello striato a 4 ore (12.4 
pglmg). 
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Tabella 4. Massima espressione di IL-lf3 nel CSF e nelle aree cerebrali di 
animali trattati con iTCC. 
2 ore 4ore 6ore 
184.5±46.1 CSF (pglml) 
9.5±0.6 Striato (pg/mg) 
30.9+5 lpotalamo (pglmg) 
4.2±0.3 Ippocampo (pg/mg) 
Tabella 5. Massima espressione di IL-6 nel CSF e nelle aree cerebrali di animali 
trattati con iTCC. 
2 ore 4ore 6ore 
12.4±1.1 Striato (pg/mg) 
~~ 
19.7±7.6 lpotalamo (pglmg) 
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5. Discussione 
L'infiltrazione di leucociti nel sistema nervoso centrale (SNC) è 
l'evento centrale nella patogenesi di svariate patologie umane quali: 
sclerosi multipla, encefalopatie da HIV, encefaliti e meningiti di 
origine virali o batteriche; ischemie cerebrali e traumi; sindrome di 
Alzheitner e malattia di Huntington. In tutti questi éasi, depositi dei 
componenti del complesso terminale del complemento (TCC) sono 
stati riscontrati su strutture del tessuto nervoso centrale. L'attivazione 
del complemento (C) in questi pazienti è documentata dagli alti livelli 
dei prodotti di attivazione misurati nel fluido cerebrospinale (CSF) 
(9;33;36). 
Sé i meééanismi di demielinizzazione mediati da TCC sono stati 
studiati sia in vitro, usando mielina isolata e culture primarie di 
oligodendrociti (33}, che in vivo, su modelli sperimentali di encefalite 
allergica sperimentale (21-24), ancora poco conosciuti sono gli effetti 
pro-flogogeni del C nel SNC (36). 
Con questo lavoro si è voluto indagare se la somministrazione 
intraéerebroventriéolare (ièv) dei èomponenti terminali del C a dosi 
sublitiche ( aTCC) possa generare una migrazione leucocitaria 
misurabile nel CSF. A questo scopo è stato scelto un modello 
sperimentale nel ratto che consiste nell'iniezione del TCC nel SNC, 
attraverso una cannula di polietilene permanentemente impiantata nel 
ventri colo laterale 3 giorni prima dell'esperimento. 
Il tessuto éerebrale di 4 animali, prelevato dopo 4 ore dalla 
somministrazione di aTCC, è stato esaminato con tecnica istochimica 
(metodo Cajal-Gallego) ed ha rivelato la presenza e l'accumulo di 
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cellule infiammatorie nella cavità ventricolare, nelle aree 
periventricolari e nei vasi degli spazi subaracnoidali, confermando 
l'esistenza di una attività chemiotattica conseguente all'attivazione del 
complemento. 
Il complesso terminale inattivo {iTCC) preformato ed inoculato, si è 
rivelato ancora più efficace, determinando un accumulo di cellule 
infiammatorie quantitativamente superiore rispetto a quello misurato 
nel sistema precedentemente descritto. 
Questi risultati concordano con quanto è stato dimostrato in vitro 
mediante esperimenti di chemiotassi, nei quali l'i TCC ha indotto 
migrazione transendoteliale di neutro fili ( 6). 
Inoltre, l'analisi morfologica effettuata sui citocentrifugati del CSF a 
12 ore indica che gli effetti infiammatori causati dall'aTee e 
dali' iTee non sono di breve durata, ma si avviano verso un processo 
di cronicizzazione, con un netto calo della presenza di neutrofili e 
parallelamente un aumento della percentuale di linfo-monociti. 
Sulla base dei risultati ottenuti, si può ipotizzare che, nel caso delle 
patologie precedentemente ricordate, l'attivazione del complemento 
abbia un ruolo nell'aggravamento del quadro clinico richiamando 
cellule infiammatorie nel SNe. E' suggestivo che anche il complesso 
liticamente inattivo abbia avuto un effetto in questo senso. Infatti è 
dimostrata la presenza del complesso terminale del complemento in 
forma solubile (Se5b-9) nel esF di pazienti con sclerosi multipla ( 4). 
Alti livelli serici del complesso inattivo sono riscontrati anche in altre 
malattie come il Lupus eritematoso sistemico, in cui il complesso 
C5b-9 costituisce un marker per valutare l'aggravamento del quadro 
clinico nei pazienti ( 46-48). 
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In questo studio si è voluto analizzare, nello stesso modello 
sperimentale, l'effetto del lipopolisaccaride (LPS) in quanto è noto il 
coinvolgimento dell'endotossina nella patogenesi di meningiti ed 
encefaliti di origine batterica. Si voleva accertare che l'effetto 
osservato con il TCC attivo, che liticamente inattivo, non fosse dovuto 
ad una contaminazione del nostro preparato con LPS. Questo è stato 
escluso dalle osservazioni che il TCC bollito non è in grado di 
provocare un effetto infiammatorio. D'altra parte, l'esperimento 
condotto con la somministrazione di LPS ha permesso di stabilire che 
l'attivazione del complemento nel SNC è in grado di innescare un 
maggior reclutamento di cellule infiammatorie rispetto alla 
somministrazione di LPS. Infatti, le cellule misurate a 4 e 6 ore nel 
CSF di ratti trattati con l O Jlg di LPS erano quantitativamente meno 
numerose di quelle riscontrate nei gruppi trattati con aTCC ed iTCC e 
questo effetto era scomparso a 12 ore. Questa mancata migrazione 
leucocitaria potrebbe essere dovuta alla quantità di LPS inoculata i cv. 
In letteratura, ci sono dati che confermerebbero tale ipotesi, in quanto 
valori modesti di infiltrazione leucocitaria ( 49) e segnali di 
un'attivazione cellulare della glia sono stati ottenuti iniettando in 
cavità ventri colare quantità più elevate di LPS (da 30 a l 00 Jlg) 
mediante infusione cronica o in un unico trattamento (50-51). 
Inoltre, ci siamo preoccupati di escludere che gli effetti osservati con 
TCC potessero essere attribuiti alla contaminazione con C5a. Si tratta 
di un prodotto dell'attivazione complementare che non entra a far parte 
del complesso terminale ma è una potente anafilotossina. Il risultato 
del trattamento con C5a è stato sorprendente: non è stata misurata 
alcuna infiltrazione cellulare. La spiegazione potrebbe essere ricercata 
nella scarsa interazione della proteina di origine umana con i recettori 
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presenti sulla superficie dei granulociti di ratto. Inoltre, il dosaggio dei 
fattori chemiotattici (MCP-1 e GRO/CINC-1) nel CSF, in seguito a 
trattamento con esa, ha evidenziato valori molto inferiori a quelli 
riscontrati nel caso degli altri stimoli analizzati. Sarà necessario 
comunque approfondire la causa dell'assenza di attività chemiotattica 
riscontrata nel nostro modello sperimentale. 
Poiché il nostro complesso non possiede attività chemiotattica diretta, 
era logico chiedersi se l'effetto potesse essere indirettamente prodotto 
da chemochine indotte dal complesso. 
Le chemochine sono diventate oggetto di enorme interesse per quel 
che riguarda il loro ruolo di mediatori nel controllare la migrazione 
leucocitaria in differenti stadi di malattie neuroinfiammatorie. E' stata 
dimostrata coordinata induzione o maggior espressione dei geni di 
MCP-1, GROa e IL-8 in diverse patologie: sclerosi multipla e 
encefalite allergica sperimentale (EAE), Alzheimer, encefaliti e 
meningiti, ischemia, ictus, neurotraumi (52-54). 
Nel nostro modello sperimentale, la produzione di MCP-1 e 
GRO/CINC-1 provocata dallo stimolo del complesso terminale, sia 
sublitico che inattivo, precede la migrazione leucocitaria. Il livello di 
GRO/CINC-1 dosato nel CSF 2 ore dopo la somministrazione di 
aTCC era paragonabile al valore riscontrato nel gruppo trattato con 
iTCC. In entrambi i casi, i livelli sono diminuiti nei successivi tempi 
di valutazione. Se la cinetica di espressione di GRO/CINC-1 era 
paragonabile per entrambi gli stimoli, l'MCP-1 mostrava un 
comportamento completamente diverso. Infatti, è emerso che l'i TCC a 
2 ore ha indotto una quantità di proteina circa due volte superiore 
rispetto al gruppo trattato con aTCC, e tale livello rimaneva elevato 
anche a 4 e 6 ore, al contrario di quanto osservato dopo 
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somministrazione dell'aTee. A 12 ore la produzione di MeP-1 era 
notevolmente inferiore nel gruppo trattato con iTCC, mentre nel caso 
dell'aTCC si osservava un valore paragonabile a quello dosato a 2 ore. 
Questo risultato riconfermerebbe l'importanza del ruolo svolto 
dall'iTCC qualora fosse reperito nel CSF di pazienti affetti da 
neuropatologie. 
La scarsa o assente infiltrazione di leucociti riscontrata dopo la 
somministrazione di LPS e di C5a sembrerebbe essere dovuta alla 
minore quantità di chemochine misurata nel CSF. 
Il dosaggio delle citochine pro-infiammatorie effettuato nel nostro 
modello sperimentale, ha evidenziato un comportamento diverso nella 
modulazione della produzione di 11-1 p, IL-6 e 1NF -a. Infatti, mentre 
l' aTCC ha indotto significative quantità di IL-l p a 6 ore nel CSF e tra 
le 4 e 6 ore nelle aree periventricolari (striato, ippocampo e 
ipotalamo ), lo stimolo indotto dall'i TCC ha causato un rilascio 
inferiore di tale citochina a 4 ore nel CSF e un discreto quantitativo è 
stato riscontrato a 2 ore solo nell'ipotalamo. Il dosaggio dell'IL-6 ha 
evidenziato una massima espressione di tale citochina nel gruppo di 
animali trattati con aTCC a 4 ore sia nel CSF che nelle aree 
periventricolari. Al contrario, l'iTCC ha causato solo una modesta 
espressione di IL-6 a 2 ore nell'ipotalamo ed a 4 ore nello striato. Il 
livello di TNF -a riscontrato dopo somministrazione dell'a TCC era 
statisticamente significativo a 2 ore nello striato ed a 4 ore 
nell'ippocampo. La variabilità osservata nel caso del TNF-a, 
suggerisce che il complemento iniettato a dosi sublitiche nel 
ventricolo laterale non sia in grado di modificare l'espressione di tale 
citochina. Inoltre, per entrambi gli stimoli analizzati, il livello delle 
61 
citochine misurato in corteccia cerebrale era molto basso. Questi 
risultati farebbero attribuire al complemento una modulazione 
dell'espressione delle citochine pro-infiammatorie solamente nella 
sede di attivazione, considerando che il complesso inattivo liticamente 
non è stato in grado di produrre quantità significative di IL-l~ e IL-6 
nel CSF e nelle aree periventricolari. L'assenza delle tre citochine nel 
siero degli animali trattati con aTCC esclude la possibilità di 
un'eventuale contaminazione da LPS dei reagenti complementari 
impiegati nei nostri studi, come confermato anche dai bassi livelli di 
GRO/CINC-1 e MCP-1 riscontrati nei gruppi di controllo trattati con i 
preparati precedentemente inattivati al calore. Infatti, è noto che sono 
sufficienti iniezioni icv di 2.5 J..lg di LPS per causare aumento dei 
livelli plasmati ci e liquorali di Il-l f3, IL-6 e TNF -a con valori 
superiori a quelli dosati dopo trattamento con aTCC ( 41 ,43,55-56). Si 
può dunque concludere che l' aTCC costituisce uno stimolo 
infiammatorio distinto dall'LPS. 
Elevate concentrazioni di diverse citochine sono state osservate nel 
cervello e nel fluido cerebrospinale di soggetti affetti da patologie 
neurologiche (35). Molte citochine sono espresse all'interno del 
cervello costitutivamente, ma una più marcata induzione di 11-1 ~' IL-6 
e TNF-a avviene nel SNC in risposta a danni tissutali locali o 
sistemici o durante uno stadio infettivo, indicando che queste 
molecole funzionano principalmente negli stadi fisio-patologici (57). 
Il-l f3 e IL-6 possono esercitare effetti contrapposti come azione 
neurotrofica e neuroprotettiva, ma anche neurotossica (57). TNF-a 
può causare demielinizzazione, infiltrazione di linfociti e macrofagi 
nel SNC con conseguente perdita della funzionalità neuronale (59). In 
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aggiunta a questi effetti sui neuroni, le citochine possono influenzare 
la funzione del SNC indirettamente, mediante distruzione della 
barriera ematoencefalica, induzione della sintesi di ossido nitrico da 
parte delle cellule endoteliali e conseguente possibilità di ingresso di 
cellule immuni circolanti. Il-l~ potrebbe indurre anche l'espressione 
di proteine complementari (57, 60-62). 
In conclusione, sulla base dei dati qui presentati e nel caso di 
patologie demielinizzanti e neurodegenerative, nelle quali è stato 
dimostrato il coinvolgimento del complemento, si può ipotizzare che 
l'attivazione di questo sistema possa aggravare il quadro clinico, 
inducendo espressione di MCP-1 e GRO/CINC-1, con conseguente 
accumulo di cellule infiammatorie in sede di danno ed anche maggior 
espressione di IL-l p e IL-6. Inoltre, anche i dati ottenuti con il 
complesso liticamente inattivo hanno dimostrato un ruolo svolto 
dall'iTCC nell'esacerbare lo stato infiammatorio con l'induzione di 
chemochine e reclutamento di leucociti nel SNC. 
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